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論文内容要旨
 神経組織の虚血障害には,神経伝達物質であるグルタミン酸が“excitotoxin"として関与し
 ている事が知られている。近年,グルタミン酸による虚血障害には時間的経過の異なる2つの機
 序が存在すると考えられるようになった。1っ目は神経細胞の浮腫を特徴とする早期の障害で,
 グルタミン酸受容体を介する様々なイオンの流入により神経細胞内の浸透圧が変化することによっ
 て生ずると考えられる。2っ目は,同じように流入したCaイオンやNaイオンが原因となり神
 経細胞内でフリーラジカルが産生されることによって組織が障害される機序で,グルタミン酸の
 放出から数時間たって現われるとされている。フリーラジカルの産生経路は現在2っ考えられて
 おり,その1っのミトコンドリアが関与する経路においてNa,K-ATPaseが重要な役割を果たす
 と考えられている。Na,K-ATPaseは,細胞内に流入したNaイオンに対しATPを消費して酵
 素反応を行い細胞外へくみだす働きをすると考えられる。この様なATPの消費が続くと,ミト
 コンドリアにおけるATP産生が過剰に促進される結果となり,その過程においてフリーラジカ
 ルが産生され組織障害の一因となることが考えられている。
 神経組織の1っである網膜においても虚血障害とグルタミン酸との関連が考えられている。虚
 血網膜では,再灌流後早期にグルタミン酸が過剰放出されることが知られている。今回,グルタ
 ミン酸による虚血障害に関与するとされるNa,K-ATPase注目し,虚血再灌流後の網膜における
 Na,K-ATPase活性および酵素蛋白質量の変化について検討することを試みた。
 ラットの視神経を直接クランプする方法により90分間の虚血モデルを作製し,再灌流0.5,2
 および24時間後の網膜におけるNa,K-ATPase活性をATPhydrolysisを用いて測定した。再
 灌流0.5および2時間後の虚血眼におけるウワバイン感受性Na,K-ATPase活性(比活性)およ
 びアイソフォーム活性は,ともに非虚血眼と比べて有意な変化は認められなかった。再灌流24
 時間後では,非虚血眼活性と比べて比活性は63%(pairedt検定,p<0.01)に,ウワバイン低
 感受性αアイソフォーム活性は47%(pairedt検定,p<0.01)に,そしてウワバイン高感受性
 α(+)アイソフォーム活性は72%(pairedt検定,p〈0.05)にそれぞれ有意に低下していた。
 しかしながら,再灌流24時間後では虚血網膜の蛋白質量の上昇が約36%認められ,α(+)ア
 イソフォーム活性はこの希釈効果を考えるとほぼ変化していないことが考えられた。αアィソフォー
 ム活性が相対的に減少するのかどうかを確かめるために比活性中に占めるαアイソフォーム活性
 の割合をα/α(+)値で表した。その値は再灌流0.5時間後では変化を認めなかった。再灌流
 2時間後では,pairedt検定の結果危険率5%で,さらに24時間後になると危険率1%でそれ
 ぞれ虚血眼のα/α(+)値が有意に低下していた。
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 酵素蛋白質量に関しても,90分虚血再灌流0.5,2および24時間後の網膜を用いてWestem
 blottingを行って検討した。その結果,再灌流0.5,2および24時間後のいずれの虚血眼におい
 ても酵素蛋白質量は非虚血眼と比べほぼ変化していないことが考えられた。
 以上の結果をもとに90分虚血再灌流後の網膜における一連のNa,K-ATPase活性の変化を考
 えると,虚血およびそれに続く再灌流の過程で生じる何らかの因子が調節機構として働いてN鋳
 K-ATPase活性を制御している可能性が考えられた。α/α(+)値の変化より,Na,K-ATPase
 活性の制御には主にαアイソフォームが関与していると考えられた。
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 審査結果の要旨
 中枢神経系において虚血が生ずると興奮性神経伝達物質として働いているグルタミン酸の過剰
 放出によって膜透過性が亢進し,細胞内イオン組成や浸透圧の変化が生ずることが明らかになっ
 た。その結果,神経細胞には浮腫や細胞死が発生する。Na,K-ATPaseは細胞膜においてNa,
 K能動輸送を行い,細胞内ナトリウムおよびカリウム濃度維持の役割を担っている。本研究は
 ラットを用い,虚血網膜におけるNa,K-ATPase活性の変化を観察し,その活性,酵素蛋白量,
 イソフォーム組成等の面から解析した。
 その結果,ラットの視神経を直接クランプして90分間の虚血モデルを作成し,その後クラン
 プをはずし再潅流0.5,2時間後の網膜におけるNa,K-ATPase活性を測定してみるとウワバ
 イン感受性Na,K-ATPaseおよびアイソフォーム活性は共にコントロール眼に比べ有意な差は
 認められなかったという。しかし再灌流24時間後にコントロール眼と比べると,比活性では63
 %,ウワバイン低感受性αアイソフォーム活性では47%,高感受性α+アイソフォーム活性で
 は72%に,それぞれ低下していることをみいだした。低感受性αアイソフォーム活性の低下が,
 有意な低下であるかを検討する目的で,低感受性アイソフォーム活性と高感受性アイソフォーム
 活性の比を求めたところ虚血後の再灌流2時間後および24時間後で有意に低下していた。ウエ
 スタンプロッティングによってNa,K-ATPase酵素蛋白質量を比較してみたところ,虚血後再
 灌流暗闇によっては酵素蛋白質量は変化していなかった。これらの結果から中枢神経系における
 虚血という侵襲に対して生体がその重要な酵素活性を調節する何らかの機構が働いているのでは
 ないかと推測している。その調節のメカニズムを明らかにすることはさらに研究を進めなければ
 ならないが,臨床的にも症例の多い網膜虚血性疾患における生体の反応を推測するうえで,Na,
 K-ATPaseのような重要な酵素の活性制御がウワバイン低感受性αアイソフォームによって行わ
 れている可能性をしめしたことは博士論文として価値あるものである。
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